This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the 
original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not limited to): 

• BLACK BORDERS 

• TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

• FADED TEXT 

• ILLEGIBLE TEXT 

• SKEWED/SLANTED IMAGES 

• COLORED PHOTOS 

• BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 

• GRAY SCALE DOCUMENTS 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 



As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problems Mailbox. 



esp@cenet -.Document |||liography and Abstract ^ Page 1 of 



Process and device for optically measuring a point on a sample witti 
' tiigK local resolution 


Patent Number 


r US5731588 


rUDIICailOn Qavs. 




Inventor(s): 


HELL STEFAN (DE); WICHMANN JAN (DE) 


Applicant(s):: 




Requested Patent: 


r EP0801759(WD9521393). B1. A3 


Appiicaiion 
Number: 


US 19960682793 19961121 


Priority Number(s): 


DE19944403027 19940201; DE19944416558 19940511; V\O1995DE00124 19950201 


IPC Classification: 


G02B21/00;G01N21/64 


EC Classification: 


G01N21/63. G02B21/16 


Equivalents: 


r DE4416558. F VVD9521393 


Abstract 


PCT No. PCT/DE95/00124 Sec. 371 Date Nov. 21, 1996 Sec. 102(e) Date Nov. 21, 1996 PCT Filed Feb. 1, 
1995 PCT Pub. No. W095/21393 PCT Pub. Date Aug. 10, 1995The invention relates to a device for the 
optical measurement of a point (7) on a sample (8) with high-local resolution, with a light source (1) to emit a 
beam (16) suitable for exciting an energy state in the sample (8), and a detector (9) to detect the emitted 
light. The lateral resolution of the device is improved in that there is a stimulation light beam (17) from the 
exciting light source (1) to generate stimulated emission at the point (7) on the sample (8) excited by the 
light beam (16), in which the exciting light beam (16) and the stimulation light beam (17) are arranged in 
such a way that their intensity distributions partly overlap in the focal region. 
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1 EPO 

Beschreibung 

[0001 ) Die Eiftndung bebiffl eine Vorrichtung zum op- 
tischen Messen etnes Probenpunktes einer Probe mit 
hoher Ortsauflosung. mit einer Uchtquelle zum Aussen- 
den eines zum Anregen eines Energiezustandes der 
Probe geeigneten Anregungslichtstrahls. einem Objek- 
tiv zum Fokussieren des Anregungstk:htstrahls auf den 
Probenpunkt. der im Fokalbereich des Objektivs anor- 
denbaren Probe, einer Separationseinrichtung zum 
Herausseparieren des von der Probe aufgrund der An- 
regung des Energiezustandes spontan abgestrahlten 
Emissions ichts und einem Detektor zum Nachweis des 
spontan abgestrahlten Emissionslichts. 
[0002] Femer belriffl die Erfindung ein Verfahren zum 
optischen Messen eines Probenpunktes einer Probe mit 
hoher Ortsauflosung, bei dem ein Anregungslichtstrahl 
auf den zu messenden Probenpunkt mittels eines Ob- 
jektivs fokussiert wird und dort den Energiezustand an- 
regt, und bei dem das von dem Probenpunkt aufgrund 
der Anregung des Energiezustands spontan emittlerte 
Emissionslicht heraussepariert und nachgewiesen wird. 
[0003] Eine solche Vomchtung und ein solches Ver- 
fahren sind aus der Praxis bekannt. Sie finden ihre An- 
wendung z. B. bei Mikroskopen und insbesondere t>ei 
Rastermlkroskopen. Mit einem Rastermikroskop wer- 
den einzelne Probenpunkte abgetastet und gemessen. 
Auf diese Weise kann die Probe dreidimensional ver- 
messen werden. Es werden lumineszierende, inst>e- 
sonderefluoreszierende oderphosphoreszierende Pro- 
ben Oder mit entsprechenden Farbstoffen versehene 
Proben verwendet. 

[0004] Bei einer solchen Venichtung und einem sol- 
chen Verfahren ist es wunschenswert, eine gute Orts- 
auflosung zu en^eichen. Die Ortsaufldsung ist durch die 
raumliche Ausdehnung der sogenannten effektiven 
Punktabbildungsfuktion gegeben. Diese ist eine ortsab- 
hahgige Funktion, die die Wahrscheinlichkeit quantifi- 
ziert, mit der aus einem bestimmten Punkt des Fokal- 
bereichs ein Photon spontan emittiert wird. Sie ist mit 
der raumlichen Verteilung der Wahrscheinlichkeit, da& 
an einem bestimmten Punkt des Fokalbereichs der En- 
ergiezustand angeregt ist, identisch. Bei herkommli- 
chen Floureszenzmikroskopen ist die effektive Punkt- 
abbildungsfuktion identisch mit der Punktabbildungs- 
funktion des Objektivs bei der Wellenlange des Anre- 
gungslichts, welche die Intensitatsverteilung des Anre- 
gungslichts Im Fokalbereich des Objektivs angibt und 
aus quantenmechanischer SIcht die Wahrscheinlichkeit 
quantifiziert, mit der ein Beieuchtungspholon in einem 
bestimmten Punkt des Fokalbereichs anzutreffen Ist. 
Bei einem Rastermikroskop ist die Untertellung der Ra- 
stemng durch die Ortsauflosung begrenzt. Bei einer 
besseren Ortsaufldsung kann daher eine feinere Unter- 
teilung gewahit werden, mit der eine bessere Aufldsur)g 
des rekonstruierten Bildes erzielt werden kann, 
[0005] Es ist bekannt, da& bei einem Rastermikro- 
skop die Auflosung dadurch verbessert werden kann. 
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daB das von der Probe emittierte Ucht auf den Punkt- 
detektor abgebildet wird. der in einer zu der Fokalebene 
des Objektivs konjugierten Ebene angeordnet ist Eine 
solche Anordnung wird als konfokale Anordnung be- 
5 zeichnet. Die bessere Auflosung kommt dadurch zu- 
stande. daG zwei Punktabbildungsfunktlonen die Abbtl- 
dung im konvokalen Rastermikroskop besb'mmen: Die 
effektive Punktabbildungsfunktion und die Detektions- 
abbildungsfunktion, welche die Abbildung des von der 

10 Probe emittierten. zu deteklierenden Lichts In den 
Punktdetektor beschreibt und aus quantenmechani- 
scher Sicht die Wahrscheinlichkeit quantifiziert. mit der 
ein aus dem Fokalbereich emlttiertes Photon In den 
Punktdetektor gelangt Da sowohl Beleuchtung und De- 

is tektion stattfinden mussen, ist die Punktabbildungsfunk- 
tion eines konfokalen Rastermikroskops das Produkt 
aus beiden Wahrscheinllchkeitsverteilungen, d. h. aus 
der effektiven Punkt-Abblldungsfunktion und der Detek- 
tionspunkt-Abbildungsfunktion. Dies fuhrt zu einem 

20 deutllch schmaleren Hauptmaximum der konfokalen 
Punktabbildungsfunktion im Verglerch zu einem nicht 
konfokal angeordneten Mikroskop. Dies entspricht einer 
hoheren Auflosung des konfokalen Mlkroskops und be- 
wirkt eine Diskriminiemng alter Punkte, die sich nicht in 

25 der unmittelbaren Umgebung des Fokus befinden. Letz- 
teres ist Voraussetzung fur die Erstellung dreidimensio 
naler Bilder im Rasterverfahrisn. 
[0006] Aus der DE 38 31 880 A1 ist ein Verfahren zur 
Untersuchung uitraschneller Vorgange in mikroskopl- 

30 schen Proben bekannt. HIerzu wird die Probe zunachst 
mit einem ersten Laserstrahl angeregt. AnschlieBend 
wird ein Teststrahl, der sich in mindestens einem Para- 
meter von dem ersten Laserstrahl unterscheidet, auf die 
Probe gerichtet und es wird die Veranderung des Test- 

35 strahls durch die Probe beobachtet. Das bekannte Ver- 
fahren wird mit einem Laser-Raster-Mikroskop durch- 
gefuhrt. 

[0007] Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, die 
gattungsgemal^e Vorrichtung und das gattungsgemafie 
40 Verfahren derart zu verbessem, da& eine groBere Orts- 
aufldsung erzielt wird. 

[0008] Hinsichlllch der Vomchtung wird diese Aufga- 
be erfindungsgemaB durch die Merkmale des An- 
spruchs 1 gelost. 
45 [0009] Hinsichtlich des Verfahrens wird die Aufgabe 
erfindungsgemaB durch die Merkmale des Anspruchs 
22 geldst. 

[0010] Durch die durch den Stimulationslichtstrahl in- 
duzierte stimulierte Emission der von dem Anregungs- 

50 lichtstrahl angereglen Probe in dem Deckungsbereich 
der Intensltatsverteilungen des Anregungslichts und 
des Stimulationsllchts Im Fokalbereich des Objektivs 
wird bewirkt, daft die angeregten EnergtezustarKle im 
Deckungsbereich abgeregt werden und nicht mehr zu 

55 der zu detektierenden spontan emittierten Strahlung 
beitragen konnen. Die effektive Punktabbildungsfunkti- 
on. die im normelen Fluoreszenzmlkroskop Identisch 
mit der Punktabblldungs- funktion des Objektivs bei der 
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Weflenlange des Anregungslichts ist, wird dadurch ver- 
schmalert Dies entspricht einer erhdhten raumllchen 
Aufldsung. Die Verbesserung der Ortsaufldsung ist von 
der Aft der Dectojng der Intensitatsverteilungen abhan- 
gig. Es kann sowohl eine laterate ats auch eine axiale 
Verbesserung In der Ortsaufldsung erzielt werden. 
[001 1] Gemafi einer Welterbildung der Erfindung ist 
es vorteilhafl, wenn die Probe auf einem Positioniertisch 
angeordnetist. mitdem eine mechanische Rasterbewe- 
gung zumlndest In Richtung der optischen Achse durch- 
fuhrbar ist Die Vorrichtung entspricht dann einem Ras- 
termilcroskop, bei dem die Probe zumlndest entiang der 
optischen Achse abgerastert werden kann. In diesem 
Fall ist eine Vert)esserung der Ortsaufldsung in axialer 
Richtung besonders vorteilhaft, da dann in dieser Rich- 
tung durch feineres Rastem eine bessere Aufldsung er- 
2uelt werden kann. Ein weiterer Vorteil kann erreicht wer- 
den» wenn zwischen der Lichtquelle und dem Objektiv 
eine Strahlrasterelnrichtungzum gesteuerten Abrastern 
der Probe mit-dem Anregungslichtstrahl und dem Sti- 
mulationslichtstrahl vorgesehen ist. Die Vorrichtung 
wlrd als Rastermikroskop verwendet, bei dem die Probe 
lateral oder dreidlmenslonal abgerastert werden kann. 
Bel einem sotchen Rastermikroskop kann dann durch 
Verkleinem der Rasterung auch in der lateralen Rich- 
tung eine bessere Ortsaufldsung erzielt werden. 
[0012] Femer ist es vorteilhaft, wenn der Stimulati- 
onslichtstrahl hinsichtlich des Anregungslichtstrahfs in 
der Fokalebene lateral versetzt ist Durch diese Anord> 
nung wird eine Verschmaiemng der effektiven Punktab- 
bildungsfunktion der Vorrichtung in lateraler Richtung 
bewirkt. Auch kann es gunstig sein. wenn der Stimula- 
tionslichtstrahl hinsichtlich des Anregungslichtstrahls 
entiang der optischen Achse versetzt ist. Dann wird eine 
Verbesserung der Ortsaufldsung der Vonichtung in 
axialer Richtung bewirkt 

[001 3] Vorteilhatterweise kann wenlgstens ein weite- 
rer von'der tichtquelle kommender Stimulationslicht- 
strahl vorgesehen sein, dessen Intensltatsvertellung im 
Fokalbereich des Objektivs von der Intensltatsvertel- 
lung der ubrigen Stimutationsstrahlen verschleden ist 
Bel dieser Anordnung werden die Intensitatsverteilun- 
gen der zusatzlichen Stimulationsstrahlen ebenfalls der 
Intensitatsverteilung des Anregungslichtstrahls Im Fo- 
kalbereich des Objektivs uberlagert, wodurch eine wei- 
tere Verschmalerung der effektiven Punktabbildungs- 
funkt'on der Vonichtung erzielt wird. Die Art der Ver- 
schmalerung der effektiven Punktabbildungsfunktion 
kann durch die raumliche Anordnung der Stimulations- 
Itchtstrahlen entsprechend gewahit werden. Gunstiger- 
weise kdnnen die Stimulationslichtstrahlen hinsichtlich 
des Anregungslichtstrahls raumlteh symmetrisch ange- 
ordnet werden. Dann wird eine raumllch symmetrische 
Verschmalerung des Hauptmaximums der effektiven 
Punktabbildungsfunktion Im Fokalbereich erzielt. Z. B. 
kdnnen die Stimulationslichtstrahlen derart angeordnet 
werden, daft sie durch einen zu dem Anregungslicht- 
strahl konzentrischen Kreisring verlaufen. Dabei kdn- 



nen die Stimulationsstrahlen zueinander Jewells einen 
gleichen Abstand aufweisen. Auf diese Weise wird das 
Hauptmaximum der Intensltatsvertellung des Anre- 
gungslichtstrahls sozusagen von mehreren Seiten 
s gleichmaGig verschmalert Auch weitere Anordnungen 
der Stimulationslichtstrahlen sind mdglich und die ge- 
naue Auswahl der Anordnung ist dem Fachmann uber- | 
lassen. 

[0014] GenriaG einer gunstigen Welterbildung der Er- 

10 findung kann die Lichtquelle einen Laser umfassen. der 
Lichtanteile unterschiedllcher Wellenlangen emittiert 
Das Licht der einen Wellenlange wird dann als Anre- 
gungslicht venvendet Die Wellenlange des Uchtes ist 
dabei so zu wahlen, da& der Energiezustand der Probe 

15 damit angeregt werden kann. Der Lichtanteil mit der an- 
deren Wellenlange wird fur das Stimulationsllcht ge- 
wahit. Die Wellenlange muG so gewahit sein. da& die 
Probe in dem angeregten Zustand uber stimulierte 
Emission abgeregt werden kann. Im Nomialfall sind die 

20 fur das Anregungslicht und das Stimulationslicht erfor- 
derllchen Wellenlangen voneinander verschleden. Fur 
den Fall, daft diese Wellenlangen gleich sind. genugt es 
seibstverstandllch, einen Laser zu verwenden, der nur 
eine Wellenlange emittiert. 

25 [0015] Auch kann es vorteilhaft sein, wenn die Licht- 
quelle wenlgstens zwei Laser umfaBt, die Ucht unter- 
schiedllcher Wellenlangen emittieren. Dann dient der ei- 
ne Laser zum Erzeugen des Anregungslichtes und der/ 
die andere/n Laser zum Erzeugen des Stimulationslich- 

30 tes. Es kdnnen entweder mit einem Laser mehrere Sti- 
mulationslichtstrahlen erzeugt werden, was etwa durch 
eine geeignete Blende oder durch geelgnetes Anordnen 
von Splegein mdglich Ist oder es kdnnen mehrere Laser 
zum Erzeugen je eines oder mehrerer Stimulations- 

35 strahl en verwendet werden. Die Verwendung von La- 
sem als Lichtquelle hat femer den Vorteil. da& raumlich 
stark lokalisierbare Lichtstrahlen mit hoher Intensitat zur 
Verfugung slehen. 

[001 6] Gunstlgenvelse kann ein Dauerstrichlaser vor- 
40 gesehen sein, der das Anregungslicht aussendet 
Durch das Verwenden von Dauerstrichlasem wird die 
Anordnung kostengOnstig. Es kann wenlgstens ein La- 
ser vorgesehen sein. der Lichtpulse zeltilcher Abfolge 
aussendet Gunstigerweiseerzeugtein taser. der Licht- 
45 pulse zeitlicher Abfolge aussendet, das Stimulations- 
licht. 

[001 7] Eine vorteilhafte Anordnung besteht darin, da& 
ein Dauerstrichlaser zum Erzeugen des Anregungslich- 
tes und wenlgstens ein Laser, der Lichtpulse in zeitlicher 

50 Abfolge ausstrahit, zur Erzeugung des Stimulationslicht . 
venA/endet wird, Dabei wird die Zeit, innerhalb der das 
Lumineszenzlicht vom Detektor erfaBt werden soil, ' 
durch die Pulsdauer des Stlmulationslichtes bestimmt. 
Dabei ist es vorteilhaft, wenn die Pulsdauer.des Lasers. 

55 der das Stimulationslicht ausstrahit 1 0-to bis 1 0-5 s be- 
tragt. 

[001S] Gemafi einer weiteren vorteilhaften Anord- 
nung wird sowohl das Anregungslicht als auch das Sti- 
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muiationsllcht von Lasem erzeugt, die Lichtpulse in zeit- 
Itcher Abfblge aussenden. Die Pulsdauer des Anre- 
gungslichtes und des Stimulationsiichtes sollen in die- 
sem Fall kleiner sein als die charakteristischen Zeiten 
fur die spontane Emission der Probe In dem angeregten 
Energiezustand. Die Pulsdauer des Stimulationsllchts 
soli grower sein als die charakteristische Zeit fur einen 
ZerfallsprozeS des Endzustandes, In dem sich die Pro- 
be nach Abregen des Energlezustandes durch stimu- 
lierte Emission befindet, in einen noch liefer liegenden 
Grundzustand. Von letzterem aus wird die Probe typi- 
schenveise in den Energiezustand angeregt. Die Puls- 
dauer des Anregungslichtes betragt vorteilhaflerweise 
10-13 bis die Pulsdauer des Stimulationsiichtes 
betragt gunstigenveise 10-^2 bis lO-^s. 
[0019] Vorteilhaftenveise kann der Laser zur Erzeu- 
gung des Stimulationslichts einen Lichtstrahl mit 
gauBformiger Intensitalsverteilung aussenden. Da- 
durch wird in der Fokaiet>ene ebenfalls eine gau&fdrmi- 
ge raumliche Intensitatsverteilung erzielt. Ene solche 
Intensitatsverteilung hat den Vorteil, da& sie keine Ne- 
benmaxima aufweist. durch welche die Aufldsung ver- 
schlechtert werden konnte. Dies ist insbesondere bei 
den Stimulationsstrahlen vorteiihaft, da diese dem An- 
regungslichtstrahl dann so Obertagert werden konnen. 
daG sie sich dem Hauptmaximum der Intensitatsvertei- 
lung des Anregungsstrahles lateral Oberlappen. In die- 
sem Fall werden eventuell in der Intensitatsverteilung 
des Anregungslichtstrahls vorhandene Seitenmaxima 
aufgmnd der Wirkung der Stimutationsllchtstrahlen in 
der effektiven Punktabbildungfunktion elimlniert. Dabel 
konnen die Stimulationslichtstrahlen der Intensitatsver- 
teilung des Anregungslichtstrahls von aufien her uber- 
lagert werden, ohne daR In der effektiven Punktabbil- 
dungsfunktion neue Nebenmaxima entstehen. In die- 
sem Fall wird eine deutliche Verschmalerung des 
Hauptmaximums der effektiven Punktabbildungsfunkti- 
on erzielt, ohne daB Nebenmaxima auftreten. 
[0020] Auch ist es gunstig, wenn die Lichtquelle zur 
Erzeugung der stimullerten Emission von hoher Inten- 
sitat ist, so daE zwischen dieser Intensitat und der Be- 
setzung des Energlezustandes der Probe ein nichtlinea- 
rer Zusammenhang besteht. Dadurch kann mIt dem Sti- 
mulationslichtstrahl der angeregte Energiezustand im 
Deckungsbereich der Intensitatsverteilung des Anre- 
gungs- und des Stimulationsiichtes durch stimulrerte 
Emission raumlich sehr scharf begrenzt abgeregt wer- 
den, so dafi auch die effektive Punktabbildungsfunktion 
raumlich sehr scharf begrenzt wird und zugleich die Ver- 
minderung der gesamten Lumineszenzintensitat mini- 
miert wird. 

[0021] Gema& einem vorteilhaften Ausfuhrungsbel- 
spiei der Erfindung umfa&t die Separationseinrichtung 
'eine Zeitsteuerungseinrichtung, mit der der Detektor un- 
mittelbar nach Abklingen eines Pulses des Stimulati- 
onslichts eingeschaltet werden kann. Wenn bei dieser 
Anordnung sowohl zum Erzeugen des Anregungslich- 
tes als auch zum Erzeugen des Separationslichtes La- 



ser venvendet werden. die Lichtpulse zeitlicher Abfolge 
aussenden, kann die Zeitsteuereinrichtung auch die La- 
ser derart steuem, dad ein Stimutattonsltchtpuls ausge- 
sendet wird, sobald ein Anregungslichtpuls abgeklun- 
5 gen ist. Das Betatigen des Detektors nach Abklingen 
des Pulses des Stimulationsiichtes kann dann mit der 
gleichen Zeitsteuerungseinrichtung erfolgen. Die bevor- 
zugten Pulsdauem der Laser wurden oben bereits ge- 
nannt. Es ist ein einfaches und sauberes Heraustrennen 

10 des Emissionlichts der Probe moglich, auch dann, wenn 
das Anregungslicht gleiche Wellenlange wie das Emis- 
sionsticht hat. Der Aufbau der Vonichtung wird mecha- 
nisch einfach. da keine weiteren Filterelemente venven- 
det werden mussen. 

15 [0022] Gemall einem anderen vorteilhaften Ausfuh- 
rungsbeispiel der Erfindung kann die Separationsein- 
richtung ein dem Objektiv vorgeschaltetes Polarisati- 
onselement zum Polarisieren des Stimulationslichts 
und ein dem Objektivs nachgeschaltetes Polarisations- 

20 element zum Polarisieren des zum Detektor gehenden 
Lichts mit einer orthogonalen DurchlaBrichtung zu der 
des dem Objektiv vorgeschalteten Polarisationsele- 
ments umfassen. Vor-bzw. nachgeschaltet bedeutet 
hier sowohl raumlich als auch in Laufnchtung des Lich- 

25 tes vor bzw. nach dem Objektiv. Dadurch ist es moglich, 
das Emissionlicht von dem Stimulationslicht bei glei- 
chen Wellenlangen zuveriassig voneinander zu tren- 
nen. Es kann auch ein Polarisationselement zum Pola- 
risieren des Anregungslichts dem Objektiv vorgeschal- 

30 tet angeordnet sein und ein weiteres Polarisationsele- 
ment dem Objektiv nachgeschaltet sein. welches zu 
dem Polarisationselement zum Polarisieren des zum 
Detektor gehenden Lichts eine orthogonale 
Durchla&richtung aufweist. So kann das von der Probe 

35 emittierte Licht auch von dem Anregungslicht getrennt 
werden. Auch ist es vorteilhafl. wenn die Separations- 
einrichtung wenigstens ein Wellienlangenfilter aufweist. 
Mit den Wellenlangenfiltem kann das von der Probe 
emittierte LIcht von dem Anregungslicht heraussepa- 

^0 riert werden, wenn unterschiedliche Wellenlangen vor- 
liegen. Ein Wellenlangenfilter ist dem Objektiv nachge- 
schaltet. Als Wellenlangenfilter konnen Farbfilter, dl- 
chroitische Filter, Monochromatoren. Prismen etc. ver- 
wendet werden. Femer kann die Separationselnrich- 

-^5 tung einen dichroitischen Spiegel aufweisen. Der Spie- 
gel ist dann zwischen der Lk:htquelle und dem Objektiv 
angeordnet. so da& das von der Probe emittierte LIcht 
von dem dichroitischen Spiegel, wenn es eine bestimm- 
te Wellenlange aufweist. in den Detektor gelenkt wird. 

50 [0023] Gemafi einer gunstigen Weiterbildung der Er- 
findung kann der Detektor ein Punktdetektorsein. Dem 
Detektor kann ein Fokusslerungselement und eine 
Blende vorgeschaltet sein, wobei die Biende in einer zur 
Fokalet)ene des Objektivs optisch konjugierten Ebene 

55 angeordnet ist. Die Blende ist beispielsweise eine Loch- 
biende, wobei ihr Durchmesser vorzugsweise so gro& 
ist, da& ihr Bild Im Probenbereich in der Gro&enordnung 
der Ausdehnung der effektiven Punktabbildungsfunkti- 
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on ist. das man bei der Wellenlange des zu detektieren- 
den Lichtes hat. Die Punktabbiidungsfunktion der Vor- 
richtung ergibl sich aus dem Produkt der effektiven 
Punktabbiidungsfunktion und der Detektionspunkt-Ab- 
bildungsfunktion. Aufgrund des Punktdetektors wird al- s 
so eine zusatzliche Verschmalerung des Hauptmaxi- 
mums der Punktabbiidungsfunktion der Vomchtung und 
damit eine weitere Verbesserung der Auflosung erzielt. 
[0024] Eine weitere Verbesserung der Ortsaufldsung 
der Vorrichtung kann dadurch erzielt werden, dafi zwi- io 
schen der Lichtqueile und dem Objektiv ein fur die Wel- 
lenlange des Stimulationslichts durchlassiges Fitterele- 
ment angeordnet ist. welches fur die Wellenlange des 
Anregungsiichts einen undurchtassigen Mittenbereich 
und einen durchtassigen Au&enberelch aufwelst. Ein is 
solches Filterelement verlagert in der Intensltatsvertei- 
lung des Anregungslichtes im Fokalbereich Licht aus 
dem Hauptmaximum in die Beugungsnebenmaxima, 
wobei das Hauptmaximum deutlich verschmalert wird. 
Dies fuhrt zu einer weiteren Verschmalerung der effek- 20 
tiven Punktabbiidungsfuktion. Die Intensitatszunahme 
in den Nebenmaxima der Intensitatsverteilung des An- 
regungsiichts 1st in diesem Fall nicht storend. da diese 
aufgrund der Intensitatsverteilung des Stimulations- 
lichts in der effektiven Punktabbiidungsfunktion unter- 25 
dmckt werden, da sich die Intensitatsverteilungen teil- 
weise uberlappen. 

[0025] Im fotgenden wird die Erfindung anhand der 
Zeichnung naher beschrieben. Es zeigen: 

30 

Figur 1 ein schematische Darstellung eines Ausfuh- 
rungsbeispiels der erfindungsgemalien Vor- 
richtung, 

Figur 2 ein Beispiel fur die Intensitatsverteilung des 

Anregungsiichts und fur die Intensitatsver- 35 
teilungen des Stimulationslichts in der Fo- 
kalebene des Objektivs der erfindungsge- 
maBen Vorrichtung und 

Figur 3 die effektive Punktabbiidungsfunktion in der 

Fokalebene des Objektivs der erflndungsge- 40 
maiden Vomchtung. 

[0026] Figur 1 zelgt als Ausfuhrungsbelspiel der erfin- 
dungsgemafien Vorrichtung die Anordnung eines Ras- 
temnikroskops. Das Rastermikroskop umfaBt eine Licht- 45 
quelle 1 mit einem Laser 2 zum Aussenden von Anre- 
gungslicht und einem Laser 3 zum Aussenden von Sti- 
mulationslicht. Femer sind dichroitische Spiegel 4 und 
5 und ein Objektiv 6 vorgesehen, mit denen das von den 
Lasem 2 und 3 kommende Anregungslicht und Stimu- so 
lationslicht auf einen Probenpunkt 7 der Probe 8 gelenkt 
bzw. fokussiert wird. Der Probenpunkt 7 hat dabei eine 
Ortsausdehnung, welche hiereine Flachenausdehnung 
ist Ein Detektor 9 1st zum Nachwels des von der Probe 
8 emittierten Emissionslichts angeordnet, welches mit 55 
dem dichroitischen Spiegel 5 aus dem Anregungslicht 
18 heraussepariert wird. Die Probe ist auf einem Posi- 
tioniertisch 10 angeordneL Zwischen der Lichtqueile 1 



und dem Objektiv 6 ist eine Strahlrastereinrichtung 11 
zum gesteuerten Abrastem der Probe 8 mit dem Anre- 
gungslicht und dem Stimulationslicht vorgesehen. Die 
Lichtqueile 1 umfaGt zusatzlich zu den Lasem 2 und 3 
Unsen 12 und 13 sowie eine Blende 14. Mit der Unse 
12 wird der von dem Laser 2 kommende Laserstrahl auf 
die Blende 14 fokussiert Die Unse 13 dient zur Anpas- 
sung der Divergenz des Anregungslichtstrahls und der 
Stimulaticnslichtstrahlen, damit sle in der gleichen Ebe- 
ne mit Hitfe des Objektivs 6 fokussiert werden konnen. 
Als Blenden werden ubiicherwelse Lochblenden ver- 
wendeL Hinter dem Laser 3 sind ein Strahlteiler 23 und 
ein Spiegel 24 zum Aufleilen des von dem Laser 3 kom- 
menden Strahls in zwei Stimulationslichtstrahlen 17 an- 
geordneL Die Anordnung ist so gewahlt. dafi der Anre- 
gungslichtstrahl und die Stimulationslichtstrahlen derart 
auf den Spiegel 4 auflreffen, dali sich die Intensitatsver- 
teilungen der Strahlen nach Umlenken an dem Spiegel 
5 und Durchlaufen des Objektivs 6 im Fokalbereich des 
Objektivs 6 teilweise decken. 
[0027] In dem gezeigten Ausfuhrungsbelspiel sind 
zwei Stimulationslichtstrahl gezeigt Es konnen aber 
auch nur ein oder noch weitere Stimulationslichtstrahlen 
verwendet werden. Hierzu konnen entweder weitere La- 
ser mit zu dem Strahlengang des Lasers 3 analogen 
Strahlengangen verwendet werden. wol>ei die Strahlen 
in geeigneter Weise auf den Spiegel 4 und von dort uber 
den Spiegel 5 und das Objektiv 6 auf den Probenpunkt 
7 gelenkt werden. Es kann aber auch wie gezeigt ein 
Laser 3 verwendet werden, und der von dem Laser 3 
kommende Stimulationslichtstrahl uber weitere Strahl- 
teiler in einzelne Stimulationslichtstrahlen zerlegt wer- 
den. Wichtig ist, daft die Stimulationslichtstrahlen alle 
derart angeordnet sind, dafi sich ihre Intensitatsvertei- 
lungen im Fokalbereich des Objektivs 6 teilweise mit der 
Intensitatsverteilung des Anregungslichtstrahls decken. 
Die Laser 3 bzw. die dazugehdrigen nicht dargestellten 
Strahlelemente, wie Strahlteiler, Linsen, etc. mussen 
derart angeordnet sein, daB sich eine gewunschte vor- 
herbestimmte Anordnung der Intensitatsverteilungen Im 
Fokalbereich des Objektivs 6 ergibt Z. B. konnen ver- 
schieden Stimulationslichtstrahlen auf einem Kreisring 
angeordnet sein, durch dessen Mittelpunkt der von dem 
Laser 2 kommende Anregungslichtstrahl 16 verlauft. 
[0028] In dem Punkt 7 wird der Energiezustand der 
Probe 8 mit dem dort auftreffenden Anregungslicht- 
strahl 16 angeregt. Die Wellenlange des Anregungs- 
iichts Ist geeignet zum Anregen dieses Energiezustan- 
des gewahlt Durch Auftreffen des von dem Laser 3 
kommenden Stimulationslichtstrahl 17 wird der mit dem 
Anregungslicht angeregte Energiezustand der Probe 8 
uber stimulierte Emission in einem tieferliegenden Zu- 
stand abgeregt Hierzu kann der Laser 3 das Stimulati- 
onslicht als Lichtpulse zeitilcher Abfolge aussenden. 
Das von der Probe 8 spontan emittierte Emissionslicht 
wird durch das Objektiv 6 und den Spiegel 5 in den De- 
tektor 9 gelenkt und dort nachgewiesen. In der gezeig- 
ten Darstellung wird das Emissionslicht zum Nachweis 



5 



9 



EP 0 801 759 B1 



10 



In dem Detektor 9 von dem Anregungslicht 1 6 durch den 
dichroitischen Spiegel 5 getrennt. Dies ist moglich. da 
in der Regel das Anregungslicht 1 6 eine andere Wellen- 
lange hat als das Emissionslicht 18. Zur weiteren Ver- 
besserung der Selektion des Emisslonsllchts 18 auf- 
grund seiner Wellenlange ist vor dem Detektor 9 ein 
Farbffller 19 angeordnet. 

[0029] Femer ist ein dem Objektiv 6 vorgeschalteter 
Polarisator 20 zum Polarisieren des Stimulatlonslichts 
17 und ein dem Objektiv 6 nachgeschalteter Polarisator 
21 zum Polarisieren des zum Detektor gehenden Uchts 
vorgesehen. Die Polarisatoren 20 und 21 haben eine 
zueinander orthogonale Durchlafirichtung. Mit Hilfe der 
Polarisatoren 20 und 21 la&t sich das von der Probe 6 
kommende Emissionslicht von dem Stimulationslicht 
trennen. Die Polarisatoren 20, 21 sind erforderiich, da 
das Stimulationslicht und das Emissionslicht gleiche 
Wellenlangen aufwelsen und somit nicht durch Farbfil- 
ter voneinander trennbar sind. Femer ist dem Farbfilter 
19 und dem Polarisator 21 eine Lochblende 15 vorge- 
schaltel, die sich in einer zur Fokalebene des Objektivs 
optisch konjugierten El>ene befindet Altemativ kann 
das von der Probe kommende Emissionslicht von dem 
stimulationslicht bzw. dem Anregungslicht durch eine 
nIcht dargestellte Zeitsteuerungselnrichtung getrennt 
werden. Dies ist dann moglich, wenn der Laser 3 Stimu- 
lationslichtpulse in zeitlicher Abfolge und der Laser 2 
Anregungslichtpulse in zeitlicher Abfolge aussenden. 
Die Zeitsteuerungselnrichtung muB den Detektor unmit- 
telbar nach Abklingen eines Pulses des Stimulatlons- 
lichts einschalten. Auf diese Weise kann das Emissions- 
licht einfach und zuverlassig von dem Stimulationsiichts 
getrennt werden. Das Filter 1 9 und Polarisatoren 20, 21 
konnen je nach Bedarf zusatzlich wie in Figur 1 gezeigt, 
angeordnet werden. 

[0O3O] Der Strahlrastereinrichtung 1 1 ist eine LInse 22 
vorgeschaltet, mit der der Anregungslichtstrahl 16 und 
die Stimulationslichtstrahlen 17 in die Strahlrasterein- 
richtung 11 fokusslert werden. Mit der Strahlrasterein- 
richtung 11 werden der Anregungslichtstrahl 16 und der 
StimutationslichtstFaht 17 so gesteuert, dafi sie die 
Punkte 7, 7*,... der Probe 8 in einer gevtunschten Rei- 
henfolge abrastem. In jedem der Punkte 7, 7' wird die 
oben beschriebene Messung durchgefuhrt. 
[0031] In Figur 2 sind die Intensitatsverteilung 25 des 
Anregungslichtstrahls und die Intensitatsverteilungen 
26 zweler Stimulationslichtstrahlen 17 dargestellt. Die 
Intensitatsverteilung 25 des Anregungslichtstrahls 16 
hat ein Hauptmaximum und dazu symmetrische Neben- 
maxima in lateraler Richtung. Die Intensitatsverteilung 
26 der Stimulationsstrahlen 1 7 sind jeweils gaufiformig. 
Die Maxima der Gaufiverteilungen des Stimulations- 
iichts sind hinsichtlich des Maximums der Intensitats- 
'vertellung 25 des Anregungslichtes lateral versetzt. Es 
ist eine symmetrische Anordnung gewahit, bei der die 
beiden Stimulationslichtstrahlen in entgegengesetzte 
Richtung mit gleichem Abstand hinsichtlich der Mittel- 
achse durch die Intensitatsverteilung 25 des Anre- 



gungslichts verschoben sind. Die Intensitat des Stimu- 
lationsiichts ist deutltch grd&er als die intensitat des An- 
regungslichts. Die Intensitat des Stimulationsiicht- 
strahls ist so gewahit, daB zwischen dieser Intensitat 
5 und der Besetzung des Energiezustandes der Probe ein 
nichtlinearer Zusammenhang besteht 
[0032] In Figur 3 ist die effektive Punktabbildungs- 
funktion in der Fokalebene des Objektivs dargestellt, in 
wekiie die Intensitatsverteilungen der Rgur 2 eingehen. 

10 Die effektive Punktabblldungsfunktion bestimmt die 
Ortsauflosung eines Rastermikroskops. Wie nian der 
Figur entnimmt, weist die resultierende effektive Punk- 
tabbildungsfunktk)n ein Maximum auf. dessen Halb^ 
weitsbreite deutlich schmaler ist als die Halbwertsbreite 

15 der Intensitatsverteilung des Anregungslichts, verglei- 
che Figur 2. Zudem sind durch die Gesamtwirkung der 
in Figur 2 dargestellten Intensitatsverteilungen die in 
dem Anregungslicht enthaltenen Nebenmaxima elimt- 
niert. Au^rund des Zusammenwiricens des Anregungs- 
lichtstrahls und der Stimulationslichtstrahlen erhatt man 
also eine effektive Punktabblldungsfunktion mitelnerer- 
heblichen Vert>esserung in der lateralen Aufldsung. da 
sowohl die Halbwertsbreite der effektiven Punktabbll- 
dungsfunktion erheblich reduziert wird. als auch die In 

25 der Intensitatsverteilung des Anregungslichts enthalte- 
nen Nebenmaxima eliminiert werden, verglichen mit der 
effektiven Punktabblldungsfunktion eines hert^ommli-. 
Chen Fluoreszenzmikroskops. die identisch mit der In- 
tensitatsverteilung des Anregungslichtes im Fokalbe- 

30 reich des Objektive? ist. Aufgrund von Rechenergebnis^ 
sen kann durch das erfindungsgema&e Verfahren die ' 
laterale Auflosung eines Rastermikroskops um etwa eir 
nen Faktor 5 verbesserl werden. Die in den Fig. 2 und 
3 dargestellten Kurven sind eine prinzipielle. nicht 

35 maHstabsgetreue Darstellung. 

[0033] Im folgenden wird das erfindungsgemaBe Ver- 
fahren anhand der Figur 1 beschrieben. In dem dort ge- 
zeigten Rastermikroskop wird mit dem Positioniertisch 
10 die Probe 8 in eine bestimmte Position der optischen 

^0 Achse A gebracht. Die Laser 2. 3 sowie die Linsen 12. 
13, die Blende 14, der Strahlteiler 23 und der Spiegel 
24 werden so angeordnet, dad die Stimulationslicht- 
strahlen 17 und der Anregungslichtstrahl 16 von dem 
Spiegel 5 und dem Objektiv 6 auf einen gewahlten Pro- 

45 benpunkt 7 geienkt werden. Die Stimulationslichtstrah- 
len 17 werden so ausgerichtet, daG ihre Intensitatsver- 
teilungen sich im Fokalbereich des Objektivs 6 mit der 
Intensitatsverteilung des Anregungslichtstrahls 16 auf 
eine gewunschte Weise decken. Das Filter 19 und die 

so Polarisatoren 20, 21 werden so angeordnet, dali das 
von der Probe in dem Probenpunkt 7 emittierte Emissi- 
onslicht von dem Anregungslicht und dem Separations- 
licht heraussepariert und in den Detektor 9 geienkt und 
dort nachgewiesen wird. Nach dieser Messung wird ein 

55 neuer Probenpunkt 7' ausgewahit Hierzu werden der 
Anregungslichtstrahl 16 und der Stimulationslichtstrahl 
1 7 auf den Probenpunkt 7* geienkt Dort erfolgt die Mes- 
sung auf die gleiche Weise wie in dem Probenpunkt 7. 
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Danach werden der AnregungsJichtstrahl 1 6 und die Sti- 
mulattonsltchtstrahlen 17 von der Strahlrastereinridv 
tung 1 1 auf einen werteren Probenpunkt gelenkt, bis die 
Probe 8 in dem gewunschten Bereich in lateraler Rich- 
tung abgerastert und gemessen ist. Dann wind der Po- 
sitioniertisch 10 in Richtung der optischen Achse A ver- 
scholaen. In dieser Steltung der Probe 8 beginnt wieder- 
um der gesamte Me&ablauf, Auf diese Weise kann die 
Probe 8 dreidimensional abgerastert und gennessen 
werden. 
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eine Strahlrastereinrichtung (11) zum gesteuerten 
Abrastem der Probe (8) mit dem Anregungslicht- 
strahl (16) und dem Stimulatbnsfichtstrahl (17) vor- 
gesehen ist 

Vonichtung nach einem der vorangehenden An- 
spruche, ^ 
wobei 

der Stimulationslichtstrahl (17) htnslchtlich des An- 
regungslichtstrahls (16) in der Fokatebene lateral 
versetzt Ist. 



Patentanspruche 5. 

1. Vomchtung zum optischen Messen eines Proben- is 
punkts (7) einer Probe (8) mit hoher Ortsaufldsung. 

. mit einer Lichtquelle ( 1 ) zum Aussenden eines 
zunv Anregen eines Energiezustands der Pro- 
be (8) geeigneten Anregungslichtstrahls (16), 2o 6. 
eInem ObjektV (6) zum Fokussieren des Anre- 
gungslichtstrahls (1 6) auf den Probenpunkt (7) 
der im Fokaibereich des Objektivs (6) anordba- 
ren Probe (8). 

einer Separatlonseinrichtung zum Herausse- 25 
parieren des von der Probe (8) aufgrund der 
. Anregung des Energiezustands spontan abge- 
strahlten Emissionslichts (18) und 
einem Detektor (9) zum Nachweis des spontan 
abgestrahlten Emissionslichts (18), 30 7. 

dadurch gekennzeichnet, 

da& die Lichtquelle (1) auch zur Aussendung 
eines Stimulationsllchtstrahls (17) zum Erzeu- 35 
gen stimulierter Emission der von dem Anre- 8. 
gungslichtstrahl (16) angeregten Probe (8) in 
dem Probenpunkt (7) vorgesehen ist. 
wobei die Lichtquelle (1) den Anregungslicht- 
strahl (16) und den Stimulationslichtstrahl (1 7) 40 
derart versetzt zueinander anordnet, dafi sich 
ihre Intensitatsverteitungen (25, 26) rm Fokai- 
bereich des Objektivs (6) teilweise ut>erdecken, 
um die Probe (8) im Bereich der Oberdekkung 
mit dem Stimulationslichtstrahl (17) wieder ab- 45 
zuregen. 

2. Vonichtung nach Anspruch 1 

wobei 

die Probe (8) auf einem Pbsitloniertisch (10) ange- so 
ordnet ist, mit dem eine mechantsche Rasterbewe- 
gung zumindest in Richtung der optischen Achse 
(A) durchfuhrbar ist. 

3. Vonichtung nach einem der vorangehenden An- ss 
spruche, 
wot)el 

zwischen der Lk:htquelle (i) und dem Objektiv (6) 



9. 



Vomchtung nach einem der vorangehenden An- 

spruche. 

wobei 

der Stimulationslichtstrahl (17) hinsichtlich des An- 
regungslichtstrahls ( 1 6) entlang der optischen Ach- 
se versetzt ist. 

Vom'chtung nach einem der vorangehenden An- 

spruche, 

wobei 

wenigstens ein weiterer von der Lichtquelle (1) 
kommenderStimulati6nslk:htsrahl (17) vorgesehen 
Ist, dessen tntensttatsverteilung (26) tm Fokaibe- 
reich des Objektivs (6) von der Intensitatsverteilung 
(26) der ubrigen Stimulationslichtstrahl en verschie- 
den ist. 

Vonichtung nach Anspmch 6. 
wobei 

die Stimulationsllchtstrahien (17) hinsichtlich des 
Anregungslichtstrahls (16) raumlich symmetrisch 
angebrdnet sind. 

Vonichtung nach einem der vorangehenden An- 
spruche. 

wobei ^ 

die Lichtquelle (1) einen Laser umfaGt, der Lichtan- 
teile unterschiedlicher Welleniangen emittiert. 

Vorrichtung nach einem der vorangehenden An- 

spruche, 

wobei 

die Lichtquelle (1 ) wenigstens zwei Laser (2, 3) um- 
fafit. die Licht unterschiedlicher Welleniangen emit- 
tieren. 



10. Vorrichtung nach einem der vorangehenden An- 
spruche, 
wobei 

wenigstens ein Dauerstrichlaser (2) vorgesehen ist, 
der das Anregungslicht aussendet. 

11. Vonichtung nach einem der vorangehenden An- 
sprtche, 
wot>ei 

wenigstens ein L^ser (2, 3) vorgesehen Ist, der 
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Lichtpulse zeidicher Abfolge aussendet. 

12. Voirichtiing nach Anspruch 11, 
wobei 

ein Laser (3). der Uchtpulse zeitltcher Abfolge aus- s 
sendet, das Stimulationslicht erzeugt 

13. Vonichtung nach einem der vorangehenden An- 
spruche. 

wobei 10 
der Laser (3) zur Erzeugung des Stimulationslichts 
einen Lichtstrahl mit einem GauH-formigen Profil 
aussendet. 

14. Vonichtung nach einem der vorangehenden An- is 
spruche mit einem Probe, 

wobei 

die Lichtquelle (1) zur Erzeugung der stimulierten 
Emission von hoher Intensitat 1st, so da& zwischen 
dieser Intensitat und der Besetzung des Energiezu- 20 
standes der Probe ein nichtlinearer Zusammen- 
hang besteht. 

15. Vonichtung nach einem der vorangehenden An- 
sprQcha, 25 
wobei 

die Separationseinrichtung eine Zeitsteuerungsein- 
richtung umfaat. mit der der Detektor (9) unmittel- 
bar nach Abklingen eines Pulses des Stimulations- 
lichts eingeschattet werden kann. 30 

16. Vonichtung nach einem der vorangehenden An- 
spruche, 

wobei 

die Separationseinrichtung ein dem Objektiv (6) 3S 
vorgeschaitetes Polarisationselement (20) zum Po- 
farisieren des Stimulationslichts und ein dem Ot>- 
jektiv nachgeschaltetes Polarisationselement (21) 
zum Polarisreren des zum Detektor (9) gehenden 
Lichts mit einer orthogonalen Durchla&richtung zu 40 
der des dem Objektiv (9) vorgeschalteten Polarisa- 
tionselement (20) umfeQL 

17. Vomchtung nach einem der vorangehenden An- 
spruche, 45 
wobei 

die Separationseinnchtung wenigstens ein Wellen- 
langen'filter ( 1 9) aufweist. 

18. Vomchtung nach einem der vorangehenden An- so 

spruche, 
wobei 

die Separationseinrichtung einen dichroitischen 
Spiegel (5) aufweisL 

55 

19. Vomchtung nach einem der vorangehenden An- 
spruche, 

wobei 



der Detektor (9) ein Punktdetektor ist, der in einer 
zur Fokalebene des Objektivs (6) optisch konjugier- 
ten Ebene angeordnet ist. 

20. Vomchtung nach einem der vorangehenden Arv- 
sprOche, 

wot>ei 

dem Detektor (9) ein Fokussiemngselement und ei- 
ne Blende (15) vorgeschaltet sind. wobei die Blen- 
de (15) In einer zur Fokalebene des Objektivs (6) 
optisch konjugierten Ebene angeordnet isL 

21. Vonichtung nach einem der vorangehenden An- 
spruche, 

wobei 

zwischen der Lichtquelle (1) und dem Objektiv (6) 
ein fur die Wellenlange des Stimulationslichts 
durchlassiges Filterelement angeordnet ist, wel- 
ches fur die Wellenlange des Anregungslichts einen 
undurchlassigen Mittent>ereich und einen durchlas- 
sigen Audenberekrh aufweist. 

22. Verfahren zum optischen Messen eines Prol)en- 
punkts (7) einer Probe (8) mit hoher Ortsauflosung, 

bei dem ein Anregungslichtstrahf (16) auf den 
zu messenden Probenpunkt (7) mittels eines 
Objektivs (6) fokussiert wird und dort einen En- 
ergiezustand der Probe (8) anregt 
und bei dem das von dem Probenpunkt (7) auf- 
grund der Anregung des Energlezustands 
spontan emittierte Emissionslicht (18) her- 
aussepariert und nachgewlesen wird, 

dadurch gekennzelchnet, 

daB die von dem Anreguhgsllchtstrahl (16) an- 
geregte Probe (8) in dem Probenpunkt (7) 
durch einen Stimulationslichtstrahl (17) zu sli- 
mulierter Emission veranlaRt wird, 
wobei die Intensitatsverteilungen (25, 26) des 
Anregungslichtstrahls (16) und des Stimulati- 
onslichtstrahls (1 7) im Fokalberelch des Objek- 
tivs (6) versetzt zueinander angeordnet wer- 
den, so daft sie sich teilwelse uberdecken, urn 
mit dem Stimulatiorislichtstrahl (17) die Probe 
(8) im Bereich der Uberdeckung wieder abzu- 
regen. 

23. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspru- 

che, 
wobei 

die Probe (8) mit dem Anregungslichtstrahl (16) und 
dem Stimlationslichtstrahl (17) abgerastert wird. 
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CJaims 



Device for optically measuring a sample point (7) of 
a sample (8) with high spatial resolution, the device 
comprising 5 



a light source (1) for emitting an exdting beam 
of light (1 6) suitable for exdting an energy state 
of the sample (8). 

an objective (6) for focusing the exdting beam 
of light (16) on the sample point (7) of the sam- 
ple (8) which is arrangeable in the focal field of 
the objective (6), 

separating means for separating the emitted 
light (18) radiated by the sample (8) owing to 
the exdtation of the energy state, and 
a detector (9) for determining the spontaneous- 
ly radiated emitted light. 



characterized 

in that the light source (1) is also provided for 
- emitting a stimulating beam of light (17) for pro- 
dudng stimulated emission by the sample (8) 
being exdted by the exdting beam of light (1 6) 
in the sample point (7), 

the light source ( 1 ) arranging the exdting beam 
of light (16) and the stimulating beam of light 
(17) in such an offset manner that their intensity 
distributions (25, 26) partly overlap in the focal 
field of the objective (6) to reset the sample (8) 
within the overiapping area by means of the 
stimulating beam of light (17). 

Device according to daim 1, 

wherein the sample (8) is arranged on a po- 
"^sitioning stage (10) by which a mechanical scan- 
ning movement is accomplishable at least in direc- 
tion of the optical axis (A). - 

Device according to any of the preceding daims, 

^ wherein a beam scanning means (11) for 
scanning the sample (8) with the exdting beam of 
light (16) and the stimulating beam of light (17) In a 
controlled manner is provided between the light 
source (1) and the objective (6). 
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wherein at least one further stimulating beam 
of light (17) coming from the light source (1) is pro- 
vided, the intensity distribution of which differs from 
the intensity disWbution (26) of the other stimulation 
beam of lights in the focal field of the objective (6). 

7. Device according to daim (6), 

wherein the stimulating beams of light (17) are 
arranged in an spatial symmetrical way with regard 
to the exdting beam of light (16). 



8. 



9. 



Device according to any of the preceding daims, 

wherein the light source (1) includes a laser 
which emits parts of light at different wave lengths. 

Device according to any of the preceding daims, 

wherein the light source (1) indudes at least 
two lasers (2, 3) which emit light at different wave 

lengths. 
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4. Device according to any of the preceding daims, 

wherein the stimulating beam of light (17) is 
laterally offset within the focal plane with regard to so 
the exdting beam of light (16). 

5. Device according to any of the preceding daims, 

wherein the stimulating beam of light (17) is 
offset along the optical axis witfi regard to the exdt- 55 
ing beam of light (16). 

6. Device according to any of the preceding daims. 



10. Device according to any of the preceding daims. 

wherein at least one continuous wave laser 
(2) is provided which emits the exdting light. 

11. Device according to any of the preceding daims, 

wherein at least one laser (2. 3) is provided, 
which emits light pulses in a timed succession. 

12. Device according to claim 11, 

wherein the laser (3) emitting tiie light pulses 
in the timed succession produces the stimulating 
light. 

13. Device according to any of the preceding daims, 

wherein the laser (3) for producing the stimu- 
lating light emits a beam of light having a Gau&- 
shaped profile. 

14. ' Device according to any of the preceding claims 

with a sample; 

wherein the light source (1) for produdng tine 
stimulated emission is of high intensity so that there 
is a non-linear correlation between this intensity and 
the population of the energy state of the sample. 

15. Device according to any of the preceding daims, 

wherein the separating means indudes a time 
control means by which the detector is turned on 
directiy after decaying of one pulse of the stimulat- 
ing light 

16. Device according to any of the preceding daims, 

wherein the separating means indudes a po- 
larizing element (20) arranged upstream from the 
objective (6) for polarizing the stimulating light and 
a polarizing element (21) arranged downstream 
from the objective (6) for polarizing the light on its 
way to the detector (9), the polarizing element (21) 
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arranged downstream from the objective (6) having 
a transmisston direction running perpendicular to 
the transmission direction of the polarizing element 
(20) arranged upstream from the objective (6). 

17. Device according to any of the preceding claims. 

wherein the separating device includes at 
least one wave length filter (19). 

18. Device according to any of the preceding claims, 
v^ierein the separating device comprises a dichroic 
mirror (5). 



23. Method according to any of the preceding claims 
characterized 

in that the sample (8) is scanned with the exciting 
beam of Gght (16) and the stimulating beam of light 
(17). 



Revendications 
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19. Device according to any of the preceding daims. 

wherein the detector (9) is a point detector, 
which is an-anged In a plane being optically conju- 
gated to the focal plane of the objective (6), 

20. Device according to any of the preceding claims. 

wherein a focusing element at an aperture 
(15) are an-anged upstream the detector (9). the ap- 
erture (15) being an-anged in a plane optically con- 
jugated to tiie focal plane of the objective (6). 

21. Device according to any of the preceding claims. 25 

wherein a filler element transmissive for the 
wave length of the stimulating light is arranged be- 
tween the light source (1) and the objective (6), the 
filter element having an non-transmissive centre 
portion and an transmissive outer portion for the 30 
wave lengti) of the exdting light. 

22. Method for optically measuring a sample point (7) 
of a sample (8) witti high spatial resolution, compris- 
ing the steps of 35 

focusing an exdting beam of light (16) on the 
sample point (7) to be measured by means of 
an objective (6). the exdting beam of light ex- 
dting an energy state of tfie sample (8), and 40 
separating and determining the emitted light 
( 1 8) spontaneously emitted by the sample point 
(7) owing to the exdtation of the energy state. 

characterized 

in that tiie sample (8) exdted by the exdting 
beam of light (16) Is brought tostimulated emis- 
sion in the sample points (7) by a stimulating 
beam of light (17). 
the intensity distributions (25. 26) of the exciting 
beam of light (16) and the stimulating beam of 
light (1 7) are arranged with an offset in ttie focal 
field of the objective (6) so that they partially 
overtap to reset the sample (8) in ttie overiap- ss 
ping region by means of the stimulating beam 
of light (17). 



45 
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3. 



Dispositif de mesure optique d'un point ^antillon 
(7) d'un ^chantillon (8) avec une resolution locale 
6levee, 

avec une source lumineuse (1) pour ^mettre un 
faisceau lumineux d'exdtation (16) convenant 
a rexdtation d'un 6tat d'^nergie de I'^chantillon 

(8) . 

un objectif (6) pour focaliser le faisceau lumi- 
neux d'exdtation (16) sur le point 6chantillon 
(7) de r^chantillon (8) pouvant §tre dispose 
dans la zone focale de Tobjectif (6), 
un dispositif de separation pour s6parer et ex- 
tralre la lumiere d'6misslon (18) rayonnee 
spontan^ment par Techantillon (8) du fait de 
I'exdtatlon de I'dtat d'dnergie et un ditecteur 

(9) de d^celement de la lumidred'^mission (18) 
rayonn6e spontanement, 

caract^rise en ce que 

la source lumineuse (1) est agenc6e pour 
§mettre 6galement un faisceau lumineux de sti- 
mulation ( 1 7) pour engendrer une Emission sti- 
mulee dans le point echantillon (7) de I'^an- 
tillon (8) exdt§ par le faisceau lumineux d'exd- 
tation (16). 

la source lumineuse (1) disposant le faisceau 
lumineux d'exdtation (16) et le faisceau lumi- 
neux de stimulation (17) d6cal6s Tun par rap- 
port a I'autre de telle maniere que leurs repar- 
titions d'intensite (25. 26) se recouvrent partiel- 
lement dans la zone focale de I'objectif (6) pour 
exdter a nouveau I'echantillon (8) par le fais- 
ceau lumineux de stimulation (17) dans la zone 
du recouvrement. 

Dispositif selon la revendication 1. 
dans lequel I'echantillon (8) est dispose sur une ta- 
ble de positionnement (10) par laquelle un d6place- 
ment de grille m^canique peut etre effectu6 au 
moins dans la direction de I'axe optique (A). 

Disposita'f selon I'une des revendications prdceden- 
tes. 

dans lequel un dispositif de grille de faisceau (11) 
est dispose entre la source lumineuse (1 ) et I'objec- 
tif (6) pour le tramage command^ de I'echantillon 
(18) avec le faisceau lumineux d'exdtation (16) et 
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te faisceau lumineux de stimulation (17). 

4. Dispositif selon t*une des revendications preceden- 
tes. 

dans lequel le faisceau lumineux de stimulation (1 7) s 
est d6caI6 lateralement dans le plan focal par rap- 
port au faisceau lumineux d'exdtatlon (16). 

5. Dispositif selon Tune des revendications preceder>- 
tes. 10 
dans lequel le faisceau lumineux de stimulation (17) 

est decale le long de I'axe optlque par rapport au 
faisceau lumineux d'exdtatlon (16). 

6. Dispositif selon Tune des revendications preceden- is 
tes, 

dans lequel est pr6vu au moins un autre faisceau 
lumineux de stimulation (17) venant de la source 
tumlneuse. (l) etdont la repartition d'intenslt^ (26) 
dans la zone focale de I'objectif (6) est diff^rente de 20 
la r6partitipn d'intenslte (26) des faisceaux lumi- 
neux de stimulation restants. 

7. Dispositif selon la revendlcation 6, 

dans lequel les faisceaux lumineux de stimulation 25 
(17) sont disposes spatlalement symetriques par 
rapport au faisceau lumineux d'excitation (16). 

8. Dispositif selon Tune des revendications pr^den- 
tes. 30 
dans lequel la source lumlneuse (1) comprend un 
laser qui 6met des fractions de lumidre de lon- 
gueurs d'onde drff^rentes. 

9. Dispositif selon I'une des revendications prdc^en- 35 
tes, 

dans lequel la source lumlneuse (1) comprend au 
moins deux lasers (2, 3) qui emettent des lumieres 
• de longueurs d'onde diff6rentes. 

10. Dispositif selon I'une des revendications preceden- 
tes, 

dans lequel est pr^vu au moins un laser d onde en- 
tretenue qui emet la lumi^re d'excitation. 



11. Dispositif selon I'une des revendications preceden- 
tes, 

dans lequel est pr6vu au nrK)lns un laser (2, 3) qui 
emet des impulsions lumrneuses en succession 
chronologique. 

12. Dispositif selon la revendlcation 11. 

dans lequel un laser (3). qui 6met des impulsions 
lumineuses en succession chronologique. genere 
la Iumi6re de stimulation. 

13. Dispositif selon Tune des revendications prdcMen- 
tes. 
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dans lequel le laser (3) pour generer la lumiere de 
stimulation emet un faisceau lumineux ^ profii gaus- 
slen. 

14. Dispositif selon I'une des revendications preceden- 
tes avec un echantillon. 

dans lequel la source lumineuse (1 ) pour engendrer 
remission stimuli est d'intenslt§ plus elevie de 
telle sorte qui! extste une correlation non Iin6aire 
entre cette intensite et Toccupation de I'dtat d'^er- 
gie de I'echantillon. 

1 5. Dispositif selon Tune des revendications pr^cMen- 
tes. 

dans lequel le dispositif de separation comprend un 
dispositif de commande de temps par lequel le d6- 
tecteur (9) peut etre mis en drcuit immddlatement 
apr^s I'evanouissement d'une Impulsion de la lu- 
miere de stimulation. 

1 6. Dispositif selon I'une des revendications prec^en- 
tes. 

dans lequel le dispositif de separation comprend un 
element de polarisation (20) intercale avant I'objec- 
tif (6) pour polariser la lumldre de stimulation et un 
element de polarisation (21) intercale aprds I'objec- 
tif pour polariser la lumiere allant vers le detecteur 
(9). avec urie direction de passage orthogonate e 
cetle de reiement de polarisation (20) intercale 
avant I'objectif (9). 

17. Dispositif selon I'une des revendications precedent 
tes, 

dans lequel le dispositif de separation presente au 
moins un filtre de longueurs d'onde (19). 

18. Dispositif selon I'une des revendications preceden- 
tes, 

dans lequel le dispositif de separation presente un 
miroir dichroTque (5). 

19. Dispositif selon I'une des revendications preceden- 
tes, 

dans lequel le detecteur (9) est un detecteur ponc- 
tuel qui est dispose dans un plan conjugue optique- 
ment au plan focal de I'objectif (6). 

20. Dispositif selon I'une des revendications preceden- 
tes. 

dans lequel un element de focalisation et un obtu- 
rateur (15) sont intercaies avant le detecteur (9), 
Tobturateur (15) etant dispose dans un plan conju- 
gue dptiquement au plan focal de I'objectif (6). 

21. Dispositif selon I'une des revendications preceden- 
tes, 

dans lequel. entre la source lumineuse (1) et rot>- 
jectif (6), est dispose un element de filtre transpa- 
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rent pour la longueur rfonde de la lumlere de stimii- 
latlon, qui presente una zone mediane opaque pour 
la longueur d'onde de la lumiere d'excttation et une 
zone exterieure transparente. 

5 

22. Procede de mesure optique d*un point echantillon 
(7) d'un ^antillon (8) avec une resolution locale 
dtevee, 

dans lequel un faisceau lumlneux d*exdtation io 
(16) est focalise sur le point echantillon (7) a 
mesurer au moyen d'un objectif (6) et y excite 
un etat d'6nergie de I'echantillon (8), 
et dans lequel la lumiere d'emission (18) emise 
spontanement par le point 6chantiIlon (7) du fait is 
de I'excltation de I'dtat d'^nengle est s^par^ 
extraite et 

d§cel^, 

caract^risd en ce que 20 

r^hanta'llon (8) excite par le faisceau lumineux 
d'exdtation (16) est entraine a une emission 
stimul6e par un faisceau lumineux de stimula- 
tion (17) au point echantillon (7), 25 
ies repartitions d1ntensit6 (25, 26) du faisceau 
lumineux d'exdtation (16) et du faisceau lumi- 
neux de stimulation (1 7) etant disposees deca- 
I6es Tune par rapport a I'autre dans la zone fo- 
cale de I'objectif (6) de telle sorte qu'elles se 30 
recouvrent partiellement, pour exciter a nou- 
veau r^antillon (8) par le faisceau lumineux 
de stimulation (17) dans la zone du recouvre- 
ment. 

35 

23. Proc^6 selon I'une des revendications prdceden- 
tes, 

dans lequel I'^antillon (8) est trame avec le fais- 
ceau lumineux d'exdtation ( 16) et le faisceau lumi- 
neux de stimulation (17). 40 
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